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(54) Title: USE OF AN EXTRACT FROM THE PLANT ARGANIA SPINOSA 

J* (54) Bezeichnung: VERWENDUNG EINES EXTRAKTES AUS DER PFLANZE ARGANIA SPINOSA 

(57) Abstract: The invention relates to the use of extracts from the plant Argania spinosa in the production of anti-acne agents, 
preparations lor combating seborrhoea and agents for combating 5-alpha reductase activity, said extract containing proteins and 
0> saponins, in particular arganine A. 

(57) Zusammenfassung: Vorgeschlagen wird die Verwendung von Extrakten aus der Pflanze Argania spinosa zur Herstellung von 
Anti-Akne-Mitteln, Zubereitungen gegen Seborrhoe und Mitteln anti-5-alpha-reductase-Aktivitat, wobei der verwendete Extrakt 
Proteine und Saponine, insbesondere Arganin A enthalt. 
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Verwendung eines Extraktes aus der Pflanze Argania spinosa 



Gebiet der Erfindung 



Die Erfindung befindet sich auf dem Gebiet der kosmetischen und/oder 
dennopharmazeutischen Pflegestoffe und betrifft die Verwendung von Extrakten der Pflanze 
Argania spinosa zur Herstellung von Mitteln gegen Akne und/oder Seborrhoe, sowie 
Zubereitungen mit anti-5-alpha-Reductase- Aktivitat. 



Fettige und durch Akne befallene Haut zeigt eine erhohte Sekretion von Hautfett und Talg 
durch die ixbermaflige Aktivitat der Talgdrusen. Die in den Ausscheidungen der Talgdrttsen 
enthaltenen Triglyceride werden auf der Haut durch Lipasen verschiedener Microorganismen 
wie beispielsweise Corynebacterium acnes, Staphylococcus epidermidis und Pytirosporum 
ovale zersetzt und freie Fettsauren werden abgespalten. Einige dieser freien Fettsauren ftihren 
zu den charakteristischen entzundlichen Phanomenen des akuten Akne-Stadiums. 

Die Transformation von Testosteron in 5-dihydrotestosterone (5-DHT) durch das Enzym 5- 
alpha-Reduktase hat sich als eine der Ursachen fur die vermehrte Talgdrilsensekretion 
herausgestellt. Daher ist die Aktivitat des Enzymes 5-alpha-Reduktase, das insbesondere in 
den Talgdrusen und in apokrinen Drilsen, sowie in Keratinocyten und Fibroblasten 
nachzuweisen ist, von besonderer Wichtigkeit fur die Haut, die durch Akne oder Seborrhoe 
ausgezeichnet ist. 

Kosmetische Zubereitungen stehen dem Verbraucher heute in einer Vielzahl von 
Kombinationen zur Verfugung. Dennoch besteht im Markt das Bedtirfhis nach Produkten mit 
einem verbesserten I^istungsspektrum. Hierbei sind Hautvertraglichkeit sowie der Einsatz 
naturlicher Produkte beim Kunden gefragt. Daneben ist es wunschenswert, durch 
Kombination bereits bekannter Wirkstoffe, oder durch aufifinden neuer Einsatzgebiete bereits 
bekannter Substanzklassen deuthch bessere Prodvikte zu erhalten. Besonders Extrakte von 
Pflanzen und deren Inhaltstoffe finden immer haufiger Einsatz in der Kosmetik und 
Pharmazie. Es sind jedoch viele Pflanzen vmd ihre potentielle Wirkung noch nicht gefunden 
worden und viele neue Anwendungsgebiete bereits bekannter Substanzklassen sind immer 
wieder iiberraschencL 



Stand der Technik 



WO 2004/054597 



;P2003/013921 



Seit langem ist bekannt, dass viele Saponine, die aus den unterschiedlichsten Pflanzen und 
Mikroorganismen gewonnen werden, eine anti-radikalische, aaalgetische und audi anti- 
inflatnmatorische Wirkung zeigen. Diese Wirkung konnten Alaoui et al. auch fur die aus 
Argania spinosa isolierten Saponine nachweisen [Alaoui K. et al.; Annates pharmaceutique 
francaices, 1998, 55, 220-228.]. Es wurde auBerdem ftir einige Saponine eine antibiotische 
und eine fungistatische Wirksamkeit gefunden. Saponine, speziell die Triterpen-Saponine sind 
aus einem tetra- oder pentacyclischen Triterpen-Aglykon und einer oder zwei glycosidisch 
gebundenen Zuckerketten aufgebaut. 

Die Aufgabe der vorliegenden Patentanmeldung hat darin bestanden, neue Anwendungen fur 
gut vertragliche wirkstoffreiche Extrakte aus nachwachsenden pflanzlichen Rohstoffen zu 
finden, wobei insbesondere Aktivstoffe zur Behandlung Akne-befallener und seborrhoeischer 
Haut gesucht wurden. 



Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von Extrakten aus der Pflanze Argania spinosa 
(L.) Skeels, im weiteren nur als Argania spinosa bezeichnet, zur Herstellung von Anti-Akne- 
Mitteln, zur Herstellung von Zubereitungen gegen Seborrhoe, sowie zur Herstellung von 
Zubereitungen mit anti-5-alpha-reductase-Aktivitat 

Uberraschenderweise wurde gefunden, dass durch den Einsatz von Extrakten der Pflanze 
Argania spinosa Zubereitungen hergestellt werden konnen, die eine hervorragende Wirkung in 
Anti-Akne-Mitteln und Zubereitungen gegen Seborrhoe aufweisen und gleichzeitig eine hohe 
Hautvertraglichkeit besitzen. Sie sind daher hervorragend gegen fettige Haut, Akne-Haut und 
fettige Kopfhaut auch bei sensiblen Hauttypen einzusetzen. Die hergestellten Zubereitungen 
zeigen eine deutliche anti-5-alpha-Reductase-Aktivitat. Daraus ergibt sich eine besondere 
AusfUhrungsform der Erfindung in der Verwendung von Extrakten aus der Pflanze Argania 
spinosa zur Herstellung von Zubereitungen zur Behandlung von unerwunschtem Haarwuchs 
bei Frauen, insbesondere von unerwunschtem Haarwuchs, der nach der Menopause auftritt. 
Dieser unerwiinschte Haarwuchs tritt insbesondere auf im Gesicht, vor allem in der 
Mundpartie oder auf den Beinen. Der unerwflnschte, tlbeimaBige Haarwuchs bei Frauen, 
insbesondere nach der Menopause, wird mit einer Hyperaktivitat von 5-alpha Reductase in 
Verbindung gebracht. Der unerwiinschte, oft tibermSBige Haarwuchs in bestimmten 
Gesichtspartien oder auf den Beinen kaim somit durch Verwendung von Extrakten aus der 
Pflanze Argania spinosa wirksam gehemmt werden. 



Beschreibung der Erfindung 
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Areania spinosa 

Die erfindungsgemaB einzusetzenden Extrakte werden aus Pflanzen der Familie der 
Sapotaceae, speziell aus Argania spinosa (L.) Skeels, im weiteren nur als Argania spinosa 
bezeichnet, gewonnen. Bei dieser Pflanze handelt es sich inn einen Baum, der uberwiegend in 
Marokko an der Westseite des Atlasgebirges zu finden ist. Er bildet an seinen knorrigen Asten 
und bedornten Zweigen Beeren von der GroBe und Gestalt der Oliven mit ein bis zwei 
Samenkernen. Das nussartig schmeckende 01 aus den Samenkernen dient unter anderem als 
Speiseol. 

Unter dem Begriff Pflanze im Sinne der vorliegenden Anmeldung sind sowohl ganze Pflanzen 
als auch Pflanzenteile (Blatter, Wurzeln, Stamm, Rinde, Blilten, Frttchte, Fruchtfleisch und 
Samenkerne) sowie deren Gemische zu verstehen. Besonders bevorzugt zur Extraktion der 
Saponine im Sinne der Erfindung sind die Samenkerne der Frucht dieser Pflanze insbesondere 
die Extraktion des Riickstands aus den entfetteten Samenkernen. 

Saponine 

Unter Saponinen sind im Sinne der Erfindung grundsatzlich alle Saponine zu verstehen, die 
sich aus der Pflanze Argania spinosa isolieren lassen. 

Aus dem Riickstand, der bei der Olgewinnung aus den Samenkernen von Argania spinosa 
anfallt, werden Saponine erhalten, die sich in der Struktur von Saponinen aus anderen 
Pflanzen unterscheiden [Charrouf Z., et al.; Phytochemistry, 1992, 31; 2079-2086.]. Es 
handelt sich hier urn Saponine mit der Bezeichnung Arganin A, Arganin B, Arganin C, 
Arganin D, Arganin E, Arganin F und Misaponin A. Aus dem Stamm der Pflanze konnen die 
einsetzbaren Saponine Arganin G, Arganin H, und Arganin J [Oulad-Ali A., et al.; J. Nat. 
Prod.; 1996, 5P, 193-195.] isoliert werden. Das Aglycon dieser Saponine weist die im 
Folgenden dargestellte Struktur (J) auf, die genannten Saponine xmterscheiden sich jeweils in 
den Zuckereinheiten an Rl und R3 bzw. durch eine Hydroxygrappe an R2. Bei R3 handelt es 
sich urn ein Tetrasaccharid und bei Rl jeweils um ein Mono- oder Disaccharid (z. B. 1,6- 
Diglukose fur Arganin A und B). 
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Die erfindungsgemaBen Saponine zeigen in toxikologischen Test an Mausen und Ratten eine 
geringe Toxizitat. Im Vergleich zu anderen Saponinen wie z.B. aus Gypsophila paniculata 
konnten die Erfinder auch durch Tests an humanen Fibroblasten eine wesentlich geringere 
Toxizitat nachweisen. 

Die erfindungsgemaB einzusetzenden Saponine entsprechen Arganin A, Arganin B, Arganin 
C, Arganin D, Arganin E, Arganin F, Misaponin A, sowie Arganin G, Arganin H, und 
Arganin J. Sie k6nnen als Gemisch von zwei oder mehr, oder als Reinsubstanz in der 
kosmetischen und oder phannazeutischen Zubereitung Anwendung finden. Besonders 
bevorzugt sind Mischungen aus Arganin A, Arganin B, Arganin C, Arganin D, Arganin E, 
Arganin F, Misaponin A, wobei die Anteile der Saponine in den Mischungen variieren 
kflnnen. Vorzugsweise werden Extrakte eingesetzt, die eine hohe Menge an Arganin A 
enthalten. Die erfindungsgemaBe Verwendung von Extrakten mit mindestens 6 Gew. %, 
vorzugsweise 8 Gew.% und insbesondere mindestens 10 Gew. % an Arganin A — bezogen auf 
das Trockengewicht des Extraktes - haben sich durch ihre besonders ausgepragten Wirkungen 
ausgezeichnet. 

Proteine 

Unter Proteinen sind im Sinne der Erfindung solche zu verstehen, die sich aus der Pflanze 
Argania spinosa isolieren lassen. Bevorzugt ist die Extraktion der Samenkerne, insbesondere 
der entfetteten Samenkerne nach der Olextraktion. Dementsprechend ist eine besondere 
Ausfiihrungsfonn der Erfindung Zubereitungen, die native Proteine enthalten, die erhalten 
werden aus einem Extrakt der Samenkerne, insbesondere der entfetteten Samenkerne von 
Argania spinosa. 

Unter der bevorzugten Extraktion der entfetteten Samenkerne ist im Sinne der Erfindung zu 
verstehen, dass bevorzugt der Ruckstand - eine Art Kuchen - aus der Extraktion zur 
Olgewinnung aus den Samenkernen von Argania spinosa extrahiert wird. Dieser bevorzugt zu 
extrahierende Riickstand aus der Extraktion zur Olgewinnung enthait 3 bis 10 Gew.-% 
restUches OL Aus diesem Rtickstand werden die erfindungsgemaBen Proteine vom noch 
verbliebenen Ol moglichst vollstandig getreimt. Neben Proteinen konnen noch weitere, 
naturlich in den Pflanzen Argania spinosa vorkommende Substanzen mit extrahiert werden, 
die unter den gleichen Bedingungen extrahierbar sind. 

In einer weiteren Ausfiihrungsfonn der Erfindung enthalten die erfindungsgemaBen 
Zubereitungen native Proteine, die durch wassrige Extraktion bei einem pH-Wert geringer 
oder gleich 12, bevorzugt zwischen 3,5 und 6,5, insbesondere entweder zwischen 5,5 und 6,5 
oder zwischen 3,5 und 5,5 und gegebenenfalls einer anschliefienden Trocknung, 
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beispielsweise einer Spruh- oder Geftiertrocknung erhalten werden. Der gewahlte pH-Wert 
Bereich ist abhangig von der zu isoherenden Proteinfraktion. 

Die nativen Proteine, die sich aus der Pflanze Argania spinosa, insbesondere aus den 
Samenkernen der Pflanze extrahieren lassen, konnen Molekulargewichte zwischen 10.000 Da 
und groBer als 500.000 Da besitzen. Bevorzugt konnen sie eingeteilt werden in folgende 
Gruppen von Molekulargewichtsbereichen. Extrahiert werden konnen native Proteine mit 
einem Molekulargewicht groBer als 500.000 Da, native Proteine mit Molekulargewicht im 
Bereich von 170.000 bis 250.000 Da und native Proteine mit Molekulargewicht im Bereich 
von 10.000 bis 18.000 Da. 

Demnach betreffen weitere AusfUhrungsformen der Erfindung zum einen Zubereitungen, die 
native Proteine enthalten, deren Molekulargewicht groBer als 500.000 Da betragt, 
Zubereitungen, die native Proteine enthalten, deren Molekulargewicht im Bereich von 
170.000 Da bis 250.000 Da, bevorzugt im Bereich von 170.000 Da bis 210.000 Da liegt und 
Zubereitungen, die native Proteine enthalten, deren Molekulargewicht im Bereich von 10.000 
bis 18.000 bevorzugt im Bereich von 13.000 bis 16.000 liegt. 

Bevorzugt soil der Anteil an Proteinen im erfindxmgsgemaB eingesetzten Extrakt mindestens 3 
Gew. %, vorzugsweise mindestens 4 Gew. % und insbesondere mindestens 5 Gew. % - 
bezogen auf das Trockengewicht des Extraktes - betragen 

Extraktion 

Die Herstellung der erfindungsgemaB einzusetzenden Extrakte erfolgt durch flbliche 
Methoden der Extraktion von Pflanzen bzw. Pflanzenteilen. Beztiglich der geeigneten 
herkfimmlichen Extraktionsverfahren wie der Mazeration, der Remazeration, der Digestion, 
der Bewegungsmazeration, der Wirbelextraktion, Ultraschallextraktion, der 
Gegenstromextraktion, der Perkolation, der Reperkolation, der Evakolation (Extraktion imter 
vermindertem Druck), der Diakolation und Festfltissig-Extraktion unter kontinuierlichem 
RtlckfluB, die in einem Soxhlet-Extraktor durchgefilhrt wird, die dem Fachmann gelaufig und 
im Prinzip alle anwendbar sind, sei beispielhaft auf Hagers Handbuch der 
Pharmazeutischen Praxis, (5. Auflage, Bd. 2, S. 1026-1030, Springer Verlag, Berlin- 
Heidelberg-New- York 1991) verwiesen. Als Ausgangsmaterial konnen fitische oder 
getrocknete Pflanzen oder Pflanzenteile eingesetzt werden, iiblicherweise wird jedoch von, 
entfetteten Pflanzen und/oder Pflanzenteilen ausgegangen, die vor der Extraktion mechanisch 
zerkleinert werden konnen. Hierbei eignen sich alle dem Fachmann bekannten 
Zerkleinerungsmethoden, als Beispiel sei die ZerstoBung mit einem Morser genannt. In einer 
besonderen Ausfuhrungsform werden die verwendeten Extrakte erhalten durch Extraktion des 
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Stammes, der Wurzel, der Blatter, der Bltite oder der Friichte. Besonders bevorzugt ist die 
Extraktion der Samenkerne. 

Als Losungsmittel fur die Durchfiihrung der Extraktionen konnen vorzugsweise organische 
Losungsmittel, Wasser oder Gemische aus organischen Losungsmitteln und Wasser, 
insbesondere niedermolekulare Alkohole, Ester, Ketone oder halogenhaltige 
Kohlenwasserstoffe mit mehr oder weniger hohen Wassergehalten (destilliert oder nicht 
destilliert) vorzugsweise wSssrig, alkoholische Losungen einer Temperatur von iiber 20 °C, 
(im nachfolgenden als Raumtemperatur bezeichnet), verwendet werden. Besonders bevorzugt 
ist die Extraktion mit Wasser, Methanol, Ethanol, Aceton, Propylenglycolen, 
Polyethylenglycolen Ethylacetat, Dichlonnethan, Trichlormethan sowie Mischungen hieraus. 
Die Extraktion erfolgt in der Regel bei 20 bis 100 °C, bevorzugt bei 20 bis 85°C, 
insbesondere bei Raumtemperatur. In einer moglichen Ausfuhrungsform erfolgt die 
Extraktion unter Inertgasatmosphare zur Vermeidung der Oxidation der Inhaltsstoffe des 
Extraktes. Die Extraktionszeiten werden vom Fachmann in Abhangigkeit vom 
Ausgangsmaterial, dem Extraktionsverfahren, der Extraktionstemperatur, vom Verhaltnis 
Losungsmittel zu Rohstoff u.a. eingestellt. Nach der Extraktion konnen die erhaltenen 
Rohextrakte gegebenenfalls weiteren tlblichen Schritten, wie beispielsweise Aufireinigung, 
Konzentration und/oder Entfarbung imterzogen werden. Falls wunschenswert, k6nnen die so 
hergestellten Extrakte beispielsweise einer selektiven Abtrennung einzelner unerwiinschter 
Inhaltsstoffe, unterzogen werden. Die Extraktion kann bis zu jedem gewiinschten 
Extraktionsgrad erfolgen, wird aber gewohnlich bis zur Erschopfung durchgefuhrt. Typische 
Ausbeuten (=Trockensubstanzmenge des Extraktes bezogen auf eingesetzte Rohstoffinenge) 
bei der Extraktion getrockneter Pflanzen oder getrockneter Pflanzenteile gegebenenfalls 
entfettet, liegen im Bereich von 3 bis 20, insbesondere 4 bis 16 Gew.-%. Die vorliegende 
Erfindung umfasst die Erkenntnis, dass die Extraktionsbedingungen sowie die Ausbeuten der 
Endextrakte je nach gewiinschtem Einsatzgebiet gewahlt werden konnen. Falls gewunscht, 
konnen die Extrakte anschlieBend beispielsweise einer Spriih- oder Gefiiertrocknung 
unterworfen werden. 

ErfindungsgemSB enthalten die Extrakte dieser Pflanze 10 bis 99 Gew.-% Saponine, 
vorzugsweise 15 bis 70 Gew.-%. Die Einsatzmenge der Pflanzenextrakte in den Anti-Akne- 
Mitteln und Zubereitungen gegen Seborrhoe, sowie Zubereitungen mit anti-5-alpha-reductase- 
Aktivitat richtet sich nach der Konzentration der einzelnen Ihhaltstoffe. Die Gesamtmenge des 
Pflanzenextraktes, der in den Zubereitungen enthalten ist, betragt in der Regel 0,01 bis 25 
Gew.-%, vorzugsweise 0,03 bis 5 Gew.-%, insbesondere 0,03 bis 0,4 Gew.-% bezogen auf die 
Endzubereitung. 

Vorzugsweise enthalten die eingesetzten Pflanzenextrakte Proteine und Saponine in den 
beschriebenen Mengenbereichen in Kombination. 
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Gewerbliche Anwendbarkeit 

Kosmetische und/oder pharmazeutische Zubereitungen 

Die Verwendung von Extrakten aus der Pflanze Argania spinosa zur Herstellung von Anti- 
Akne-Mitteln, Zubereitungen gegen Seborrhoe, sowie Zubereitungen mit anti-5-alpha- 
Reductase-Aktivitat resnltiert in kosmetischen und/oder phannazeutischen Zubereitungen wie 
beispielsweise Cremes, Gelen, Lotionen, alkoholischen und wafirig/alkoholischen Losungen, 
Emulsionen, Haarshampoos, Haarlotionen, Schaumbadern, Duschbadern, Wachs/ Fett- 
Massen, Stiftpraparaten, Pudern oder Salben. Diese Mittel konnen ferner als weitere Hilfs- 
und Zusatzstoffe milde Tenside, Olkorper, Emulgatoren, Perlglanzwachse, Konsistenzgeber, 
Verdickungsmittel, Oberfettungsmittel, Stabilisatoren, Polymere, Siliconverbindungen, Fette, 
Wachse, Lecithine, Phospholipide, biogene Wirkstoffe, UV-Lichtschutzfaktoren, 
Antioxidantien, Filmbildner, Quellmittel, Hydrotrope, Solubilisatoren, Konservierungsmittel, 
Parflimole, Farbstoffe und dergleichen enthalten. 

Der Gesamtanteil der Hilfs- und Zusatzstoffe kann 1 bis 70, vorzugsweise 20 bis 50 und 
insbesondere 5 bis 40 Gew.-% - bezogen auf die Endzubereitung der kosmetischen und/oder 
phannazeutischen Zubereitungen - betragen. Die Herstellung der Zubereitungen kann durch 
tibliche Kalt - oder HeiBprozesse erfolgen; vorzugsweise arbeitet man nach der 
Phaseninversionstemperatur-Methode. 
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Beispiele 



Beispiel 1: Herstellung des Saponin-Rohextraktes 

0.3 kg eines Argania spinosa Kuchens (aus den Samen nach der Olextraktion) wurden mit 
1,98 kg Hexan entfettet (1 Stunde bei 80°C). Der entfettete Kuchen wurde nachfolgend bei 
Raumtemperatur ftir 24 Stunden getrocknet. 

0,12 kg des entfetteten und getrockneten Kuchens wurden in einem RtihrgefaB mit 2 1 80 
Vol.% Bthanol aufgefilllt. Diese Mischung wurde bei Raumtemperatur uber 16 Stunden 
geriihrt. Danach wurden die Feststoffe durch Filtration entfemt. Die gefilterte Losung bildet 
den Rohextrakt aus dem Ethanol durch Evaporieren entfemt wurde. AbschlieBend wurde 
derRuckstand durch Lyophilisation getrocknet. 



Prinzip des Tests 

Rekonstruierte Epidermis enthalt vergleichbar zur lebenden Haut den gesamten 
enzymatischen Mechanismus der zur MetaboUsierung von Testosteron benotigt wird. Der 
Versuchsansatz mit rekonstruierter Epidermis in vitro ist angemessener, da die 5-alpha 
Reductase in einem biologischem System verbleibt, welches dem in vivo System sehr nahe 
kommt und was durch gereinigte Enzyme nicht realisiert werden kaim. Des weiteren ist dieser 
Versuchsansatz angemessen, da die Keratinocyten im Stadium der Differentiation dem in 
vivo-Test naher kommen, als wenn Keratinocyten in Monolayers verwendet werden. [Bernard 
F-X et al, 2000, Int. J. Cosmetic Science, 22, 397-407, Expression of type 5-alpha-reductase 
and metabolism of testosterone in reconstructed human epidermis - SkinEthic: a new model 
for screening skin targeted androgen modulators] 

Testaufbau: 
Material: 

Epidermis SkinEthic (17 Tage, 0.63 cm 2 ) in Kultur, 37°C, 5% C02 
Referenz - Substanz: Finasteride 

Testosterone: [4- 14 C] Testosterone (Amersham, CFA129, 56 mCi/mmole), 250 nCi/Epidermis 
Extrakt von Argania Saponinen gemaB Beispiel 1 

Behandlung: 
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Die Epidermis wurde vorkultiviert auf Platten mit 24 Positionen fiir 24 Stunden. Die 
Untersuchungen mit den Produkten und der Referenzsubstanz Finasterid (10 |iM) wurden in 
dreifacher Ausfuhrung durchgeftihrt (3 Epidermisansatze pro Experiment). Nach 24-sttindiger 
Behandlung wurden die Medien der Subepidermis erneuert und durch 300 pi frisches 
Kulturmedium ausgewechselt. 100 \il radioaktiv markierter Testosteronlosung wurde auf die 
Oberseite (Hornhaut) der Epidermis aufgetragen (TO). Nach weiteren 24 Stunden wurde das 
Subepidermis-Medium fiir die Analyse entnommen. 

Die Lebensfahigkeit der Keratinocyten in den unterschiedlichen Epidermisproben wurde am 
Ende des Versuches mit der MTT-Methode untersucht. 

Extraktion und Analyse: 

Um die transepidermale Diffusion zu bestimmen wurden je 20 \i[ jedes Kulturmediums 
entnommen und im Liquid S cintillationszahler gezahlt. 

Die im Kulturmedium enthaltenen Steroide wurden fur die Analyse des Metabolismus 
extrahiert imd dtinnschichtchromatographisch (auf Kieselgel) in ihre molekularen Derivate 
getrennt. Die Menge an transformiertem Testosteron wurde durch radioaktive Zahlung der 
unterschiedlichen Spots mit einem Phosphoimager ermittelt. 

Ergebnisse: 

Die l)berlebensfahigkeit der behandelten Epidermis und die transepidermale Diffusion sind in 
Tabelle 1 zusammengefaBt. 



Table 1: Diffusion von 14 C-Testosterone (und Metaboliten) durch rekonstruierte humane Epidermis 
(SkinEthic) und OberlebensfShigkeit des Gewebes am Ende des Versuches (t=24 Stunden) 



Behandlung 


% 14 C-Testosterone 


Nmole Steroid 


Uberlebensrate in % 


Total Testosterone 


/ 


4.5 


1 


Kontrolle 


100 


2.2 


100 


Finasterid 10 mM 


110 


2.4 


101 


Extrakt gemaB 








Beispiel 1 Argania 








0.003% 


98 


2.2 


98 


0.001% 


100 


2.2 


101 



Die Uberlebensfahigkeit unbehandelter Epidermis (Kontrolle) und mit Finasterid behandelter 
Epidermis war identisch mit den durch Extrakt-behandelten Proben (2 Konzentrationen). 



9 



WO 2004/054597 



Fur die transepidermale Diffusion wurde ungefahr ein Mittel der initialen Radioaktivitat im 
Kulturmedium nach 24 Stunden Inkubation nachgewiesen. Die Behandlung mit Finasterid 
fuhrte zu einem geringfiigigen Anstieg der Diffusion von Steroiden durch die Epidermis 
(110%derKontrolle). 

Der untersuchte Extrakt jedoch hat die Diffusion von Steroiden durch die Epidermis nicht 
beeinflufit (Werte zwischen 98 und 100% der Kontrolle). 

Die Metabolisierung von Testosteron ist in Tabelle 2 zusammengefaBt. 

Table 2: EinfluB der Behandlung mit Argania Extrakt auf die Produktion von DHT. Analyse durch 
Phosphorimager im Zusammenhang mit der angef allenen Radioaktivitat 



Behandlung 


Entstandenes DHT in % 


Kontrolle 


100 


Finasterid 10 \xM 


8 


Extrakt von Argania Saponinen 




gemSB Beispiel 1 




0.001% 


61% 


0.003% 


74% 



Der untersuchte Extrakt zeigt eine deutliche Verminderung der Produktion an DHT - 39 und 
26 % Inhibierung. In einer Konzentration von 0,001 Ge. % ist bereits eine signifikante 
Inhibierung der 5-alpha-Reduktase Aktivitat zu detektieren ohne dass dabei toxische Effekte 
die Uberlebensfahigkeit der Zellen beeinflussen (bestimmt im MTT-Test). 
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Patentanspruche 



1. Verwendung von Extrakten aus der Pflanze Argania spinosa zur Herstellung von Anti- 
Akne-Mitteln. 

2. Verwendung von Extrakten der Pflanze Argania spinosa zur Herstellung von 
Zubereitungen gegen Seboirhoe. 

3. Verwendung von Extrakten der Pflanze Argania spinosa zur Herstellung von 
Zubereitungen mit anti-5-alpha-Reductase-Aktivitat 

4. Verwendung von Extrakten der Pflanze Argania spinosa nach Anspruch 3 zur Herstellung 
von Zubereitungen mit anti-5-alpha-Reductase-Aktivitat zur Behandlung von 
unerwiinschtem Haarwuchs bei Frauen, insbesondere von unerwiinschtem Haarwuchs, der 
nach der Menopause auftritt. 

5. Verwendung nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Extrakte Proteine und/oder Saponine enthalten. 

6. Verwendung nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Extrakte Saponine enthalten, die ausgewahlt sind aus der Gruppe, die gebildet 
wird von Arganin A, Arganin B, Arganin C, Arganine D, Arganin E, Arganin F, Arganin 
G, Arganin H, Arganin J und Misaponin A. 

7. Verwendung nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Extrakte als Saponin Arganin A in Mengen von mindestens 6 Gew.% bezogen 
auf das Trockengewicht des Extraktes enthalten. 

8. Verwendung nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Extrakte mindestens 3 Gew.% an Proteinen bezogen auf das Trockengewicht des 
Extraktes enthalten. 

9. Verwendung nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Extrakte in Mengen von 0,01 bis 25 Gew.-% berechnet als Trockengewicht, 
bezogen auf die Mittel, eingesetzt werden. 

10. Verwendung nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Extrakt erhalten wird durch Extraktion von Pflanzenteilen, ausgewahlt aus der 
Gruppe, die gebildet wird aus den Blattern, den Wurzeln, dem Stamm, der Rinde, den 
Bltiten, den Friichten, dem Fruchtfleisch und den Samenkemen. 

11. Verwendung nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Extrakt erhalten wird durch Extraktion der Samenkerne und/oder der entfetteten 
Samenkerne axis der Frucht der Pflanze. 
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